ホスホリラーゼ ニヨル グルコース-1-リンサン G-1-P ノ コウセイサン ニ カンスル ケンキュウ by 坂田, 勝
様式１ 
 
氏     名   坂田 勝 
学 位 の 種 類   博士（ 工学 ） 
学 位 記 番 号   第 5269 号 
学位授与年月日   平成 20 年  3 月 31 日 
学位授与の要件   学位規則第４条第１項該当者 
学 位 論 文 名   ホスホリラーゼによるグルコース－１－リン酸（G-1-P）の高生産
に関する研究 
論文審査委員   主 査  教授 大嶋 寛    副主査 教授 東 雅之    
          副主査 教授 長﨑 健 
 
論 文 内 容 の 要 旨 
グルコース－１－リン酸（G-1-P）は，生体における糖代謝の中間体であることから様々
な生理活性作用が期待されている．例えば，抗炎症剤，免疫抑制剤，心臓薬等の医薬用
途への応用が検討されている．また，多糖，糖誘導体等の化学的，生化学的合成の反応
基質としての利用についても検討されており，グルコン酸やトレハロース，種々のオリ
ゴ糖の合成に関する報告がある．G-1-P は，デンプン等の多糖を構成するα-1,4-グルカ
ンとリン酸塩を基質として，ホスホリラーゼによる可逆酵素反応により合成される．ホ
スホリラーゼは，動物，植物，微生物等，種々の生体に存在し，多くの研究者によりそ
の構造や特性が解析されている．しかし，ホスホリラーゼを用いた実用的な規模での
G-1-P 製造方法はいまだ確立されていない．G-1-P の実用的な生産プロセスを確立し，高
純度の G-1-P を安価に供給できるようになれば，医薬品以外の様々な用途が開けるもの
と考えられる． 
本論文は，実用的規模の G-1-P 生産に適用できる高生産プロセスの開発を目的として
検討した研究結果をまとめたものである． 
第１章では，ホスホリラーゼによるデキストリンの加リン酸分解反応に関する従来の
研究を整理し，本研究の目的を述べた． 
第２章では，ジャガイモ由来の精製ホスホリラーゼを用いて，デキストリンの加リン
酸分解反応の初速度について動力学的検討を行った結果を述べた．ホスホリラーゼによ
る加リン酸分解反応は，低基質濃度領域においても基質阻害を受け，反応初速度は迅速
平衡ランダム Bi Bi (Rapid Equilibrium Random Bi Bi)メカニズムと基質阻害を複合し
た反応モデルで整理できることを示した． 
第３章では，高濃度基質下で達成できる最高 G-1-P 濃度について検討した結果を述べ
た．ホスホリラーゼが基質阻害を受ける条件下のデキストリンの加リン酸分解について，
見かけの平衡定数を定義し，デキストリンとリン酸塩の初濃度から平衡到達濃度を推算
する式を導出した．これによって，酵素反応で達成できる最高 G-1-P 濃度を推算できる
ようになり，高濃度基質条件での G-1-P 生成反応を効率的に行うことが可能となった． 
第４章では，これらの知見を基に，実用的な生産に適用できる具体的な反応システム
として，固定化酵素による G-1-P 生成プロセスについて検討し，その結果を述べた．未
精製のジャガイモジュースからホスホリラーゼを強塩基性陰イオン交換樹脂に選択的に
吸着固定化できることがわかった．固定化ホスホリラーゼを充填したカラムリアクター
を用いた連続反応において１年以上安定に G-1-P を生産できることがわかった．さらに，
100Ｌスケールの大型カラムリアクターにおいてもラボスケールと同様に効率的に
G-1-P を生産できることがわかった． 
第５章では，以上の研究成果を総括した． 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
グルコース－１－リン酸（G-1-P）は、その生理活性作用に基づく医薬への応用や糖
誘導体合成の原料などへの利用が期待されている。G-1-P は、α-1,4-グルカンとリン酸
塩を反応基質とするホスホリラーゼによる可逆的酵素反応によって合成できる。ホスホ
リラーゼは、動物、植物、微生物等、種々な生体に存在し、多くの研究者によりその構
造や特性が解明されてきたが、それを用いた実用的な規模での G-1-P 製造は行われて
いない。G-1-P の実用的な生産プロセスを構築し、高純度の G-1-P を安価に供給できる
ようになれば、 G-1-P に多くの用途が開けるものと考えられる。 
 本論文は、実用的規模の G-1-P 高生産プロセスの開発を目的に、ホスホリラーゼによ
るデキストリンの加リン酸分解反応について検討した研究成果をまとめたものである。 
まず、ジャガイモ由来のホスホリラーゼを精製し、それを用いてデキストリンの加リ
ン酸分解初速度について動力学的検討を行い、反応初速度が、迅速平衡ランダム Bi Bi 
(Rapid Equilibrium Random Bi Bi)メカニズムに基質阻害を複合した酵素反応モデルで
整理できることを明らかにしている。 
次に、この酵素反応が、数 mM のデキストリンおよび数 100 mM のリン酸という低
濃度の基質で阻害されることから、初速度を大きくするだけでは大量の G-1-P 製造は望
めないと結論し、あえて基質阻害が大きくなる高濃度基質条件下での反応操作について
検討している。その結果、酵素濃度を高くすることによって、250 mM に達する従来に
ない高濃度の G-1-P 生産に成功している。また、デキストリンとリン酸塩の初濃度から
到達できる最大の G-1-P 濃度を推算できる式を導出している。 
さらに、遊離酵素よりも固定化酵素を用いる方が経済的にも反応操作上も有利である
との観点から、固定化酵素の調製とそれを用いた連続酵素反応操作について検討してい
る。強塩基性陰イオン交換樹脂を固定化担体とすることによって、ポテトジュースに含
まれるホスホリラーゼをあらかじめ精製することなく高効率に固定化する方法を確立し
ている。その固定化酵素を用いて G-1-P の連続生産を試み、不均一酵素反応に関する反
応工学的検討を行い、185 mM という高濃度の G-1-P を１年以上安定に生産することに
成功するとともに、100 L のパイロットスケールのカラムリアクターを用いても同様の
結果を得ている。 
最後に、本研究で得られた成果を総括している。     
以上、本研究で得られた成果は、G-1-P の実用的規模の生産と酵素工学の発展に資す
ること大である。よって、本論文提出者は博士（工学）の学位を授与されるに十分な資
格を有すると認める。 
 
